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SÝ•an FetŸslerinde Humerus Primer Ossifikasyon
Bšlgesi Gelißimi: Histolojik ve Histokimyasal Bir
‚alÝßma
Üsmail †ST†NEL, Gškhan AKKOYUNLU, ErdoÛan KOCAMAZ, Ramazan DEMÜR
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Geliß Tarihi: 26.04.2000
…zet : GebeliÛin 14-18 gŸnleri arasÝnda olan sÝ•an fetŸslerinin humeruslarÝnda ilk kemikleßme
alanlarÝnÝ histolojik, histokimyasal ve histoenzimolojik metodlarla incelemeyi ama•layan bu •alÝßmada,
30 adet Rattus norvegicus tŸrŸ sÝ•an fetŸsŸ kullanÝldÝ. FetŸslerden alÝnan humerus diyafizi
šrneklerine; alsiyan mavisi-hematoksilen, periyodik asit Schiff (PAS)-hematoksilen, alsiyan mavisiPAS-hematoksilen, alizarin kÝrmÝzÝsÝ ve toluidin mavisi, alkalin fosfataz (ALP), adenozin trifosfataz
(ATPaz) ve asit fosfataz (ACP) boyama teknikleri uygulandÝ.
‚alÝßmamÝzdan elde ettiÛimiz bulgular ßšyle šzetlenebilir; gebeliÛin 14. gŸnŸnde, henŸz
kemikleßmenin olmadÝÛÝ, 15. gŸnde bazÝ kondrositlerin sitoplazmalarÝnda dejenerasyonun olußmaya
baßladÝÛÝ ve kÝkÝrdak model periferinde osteoblastik hŸcrelerin olußtuÛu belirlendi. 16. gŸnde, ilk defa,
osteoblastik hŸcre zonu ile diyafiz kondrositleri arasÝnda hŸcresiz bir zonun (osteoid) olußtuÛu
gšzlendi. 17. gŸnde, olduk•a par•alÝ gšrŸnen diyafiz matriksi i•inde, •alÝßÝlan tŸm enzim aktiviteleri
belirgindi. 18. gŸnde, kemik trabekŸlleri arasÝnda ve •evresinde zengin damarlanma dikkat •ekiyordu.
Sonu• olarak, sÝ•anlarda humerus kÝkÝrdak modelinde ilk kemikleßmenin embriyonal dšnemin 16.
gŸnŸnde baßladÝÛÝ ve kemikleßme sŸrecinde deÛißik fosfatazlarÝn rol alabileceÛi sšylenilebilir.
Anahtar SšzcŸkler : Rat, Prenatal, Kemikleßme, Humerus, Fosfataz

Humerus Primer Ossification Zone Development in Rat Fetuses: A
Histological and Histochemical Study
Abstract : In this investigation of the primary ossification zones of 14-18 day-old fetal rat humeri
by histological, histochemical and histoenzymatical methods, 30 rat fetuses of the species Rattus
norvegicus were used. The humeral diaphysis samples of the fetuses were subjected to alcian blueheamatoxylin, periodic acid Schiff (PAS)-heamatoxylin, alcian blue-PAS-heamatoxylin, alizarin red and
toluidine blue, alkaline phosphatase (ALP), adenosine triphosphatase (ATPase) and acid phophatase
(ACP) staining techniques.
The results can be summarized as follows: On day 14, no ossification signs were evident yet, whereas
on day 15, the initiation of degenerations in some chondrocyte cytoplasms and the formation of
osteoblastic cells on periphery of the cartilage model were observed. On day 16, for the 1st time the
formation of an acellular zone (osteoid) between the osteoblastic cell layer and the diaphysis
chondrocytes was visible. On day 17, in the diaphysis matrix, which was almost dispersed, all of the
enzyme activities being studied were prominent. And on day 18, rich vascular elements were evident
between and around the ossified trabeculae.
According to these results, primary ossification in the humerus cartilage model of the rat appears to
begin on day 16 and various phosphatases may play important roles in the ossification process.
Key Words : Rat, Prenatal, Ossification, Humerus, Phosphatase
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Giriß
Kemik olußumu ve tamiri konusunda deÛißik yšntemler kullanÝlarak bir•ok •alÝßma
yapÝlmÝßtÝr. BunlarÝn bŸyŸk bir bšlŸmŸ civciv embriyolarÝnda kemik olußumu, gelißmesi ve
mineralizasyonu ile ilgilidir (1, 6). Bununla birlikte kemik olußumunun hŸcresel ve molekŸler
detaylarÝnÝ belirleyen kapsamlÝ •alÝßmalar henŸz baßarÝlamamÝßtÝr. Embriyolojik sŸrece baÛlÝ
olarak sÝ•an fetus humerusundaki kemikleßme seyrini belirleyen matriks elemanlarÝ fosfataz
aktivitesi, prostaglandin etkilerini araßtÝran •alÝßmalar konuya yeni tartÝßmalar getirmißlerdir (7,
9). SÝ•an fetŸslerinin humeruslarÝnda ossifikasyon zamanlama peryodlarÝnÝn bilinmesi
embriyolojik sŸre•te bazÝ sorulara ÝßÝk tutacaÛÝ a•ÝktÝr. DolayÝsÝyla sÝ•an fetŸsŸ humerusunda ilk
kemikleßme belirtilerinin embriyonik gelißimin hangi gŸnŸnde ortaya •ÝktÝÛÝ sorusu halen
tartÝßma konusudur. AyrÝca, bu konuda yapÝlan tartÝßmalara yeni boyutlar kazandÝrmak i•in bu
kemikleßme noktalarÝnda deÛißen enzim aktivitelerinin belirlenmesi šnemli olmalÝdÝr. KemiÛin
gelißimi sŸresince, bir seri hidrolitik ve katalitik enzimler olaya katÝlÝrlar ve šnemli gšrevler
Ÿstlenirler (10, 11). Bu enzimlerden ALP, ATPaz ve ACPÕden sÝklÝkla sšzedilmektedir (10, 12).
Daha šnceki •alÝßmalarÝn sonu•larÝna gšre, sšzŸ edilen bu enzimler kemikleßme aßamalarÝnda
olduk•a šnemli gšrevler Ÿstlenmektedirler (13-15). Bu baÛlamda konuya deneysel dŸzeyde
yaklaßÝmda bulunarak katkÝ yapmayÝ ama•layan bu •alÝßma planlandÝ. ‚alÝßmada 14-18 gŸnlŸk
sÝ•an fetŸslerinin humeruslarÝnda ilk kemikleßme sahalarÝ histolojik, histokimyasal (asit ve nštral
mukopolisakkaritlerin yerleßimi) ve histoenzimolojik (ALP, ATPaz ve ACP) metodlarla
incelenmektedir.
Materyal ve Yšntem
‚alÝßma, gebeliÛin 14, 15, 16, 17 ve 18. gŸnlerinde olan 30 adet sÝ•an embriyosu (Rattus
norvegicus) ile yŸrŸtŸldŸ. Her deney gŸnŸnde 6Õßar adet embriyo disseke edildi. Disseke edilen
embriyolardan humeruslar •ÝkarÝlarak diyafiz bšlgeleri alÝndÝ.
Diyafiz šrneklerinin bir kÝsmÝ nštral formalinde fikse edilip rutin histolojik yšntemlerle takip
edilerek parafin ile bloklandÝ. Bu bloklardan elde edilen 6 µm kalÝnlÝÛÝndaki seri kesitler; alsiyan
mavisi ve hematoksilen; periyodik asit Schiff (PAS) ve hematoksilen; alsiyan mavisi, PAS ve
hematoksilen birleßik boyama teknikleri ve alizarin kÝrmÝzÝsÝ boyama tekniÛi ile boyandÝ.
Diyafiz šrneklerinin diÛer bir kÝsmÝ -20 ¡CÕde dondurularak Shandon AS620 Cryotome ile
10 µm kalÝnlÝÛÝnda seri kesitler alÝndÝ. Bu seri kesitlere; alkalin fosfataz, ATPaz ve asit fosfataz
(16, 17) boyama teknikleri uygulandÝ.
Geriye kalan diyafiz šrnekleri šnce fosfat tamponlu (pH 7.3) % 2,5 glutaraldehid, sonra %
1 ozmiyum tetraoksit (OsO4) ile fikse edildiler; yŸkselen alkol serilerinden ge•ilerek Araldite CY212 ile bloklandÝlar. Bloklardan 1 µm kalÝnlÝÛÝnda kesitler alÝnarak toluidin mavisi ile boyanÝp,
Zeiss binokŸler ÝßÝk mikroskopu ile incelendi. FotoÛraf bŸyŸtmelerinde; objektif bŸyŸtmesi X
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fotookŸler bŸyŸtmesi (2.5) ßeklinde hesaplandÝ ve elde edilen sayÝsal sonu• orijinal bŸyŸtme
olarak verildi.
Bulgular
Doku šrneklerinden elde edilen parafin seri kesitleri farklÝ gebelik gŸnlerine gšre gruplandÝ
ve humerus kÝkÝrdak modelindeki gelißimleri gšsteren sonu•lar deÛißik boyama metodlarÝyla
Þekil 1Õde toplu halde verildi. Bu ßekillerde humerus kÝkÝrdak modeli ve primer ossifikasyon
bšlgesi gelißimleri a•Ýk•a gšzlenmektedir. GebeliÛin farklÝ gŸnlerindeki humerus kÝkÝrdak
modelinin aynÝ seri kesitte farklÝ boya reaksiyonlarÝyla boyanmasÝnÝ saÛlayan bir kÝyaslama serisi,
bize kemikleßmenin embriyolojik sŸreci hakkÝnda a•Ýk bir fikir vermektedir (Þekil 1 a, b, c, d).
Gšzlemlerin detaylandÝrÝlmasÝyla hŸcre ayrÝmÝnÝ yapmak mŸmkŸn oldu.
14. gŸnde, mezenßimal doku i•erisinde belirginleßmiß humerusa ait kÝkÝrdak modeli ile
mezenßimal doku arasÝnda mezenßimal hŸcrelere gšre daha yuvarlak ve koyu gšrŸnŸmlŸ tek
sÝra hŸcre tabakasÝ, kondrositler vardÝ. Bu kondrositler kÝkÝrdak modelin sÝnÝrÝnÝ •iziyordu.
Model i•erisindeki kondrositler ise kÝkÝrdak modelin uzun eksenine dik yerleßiktiler (Þekil 2).
15. gŸnde, bazÝ bŸyŸk kondrositlerin sitoplazmalarÝnda dejeneratif gšrŸntŸlerin ortaya
•ÝktÝÛÝ gšzlendi. KÝkÝrdak model •evresinde 7-9 hŸcre sÝrasÝndan olußan bir periosteumun
olußtuÛu, periosteum ile kÝkÝrdak model arasÝnda tek sÝra halinde olduk•a koyu sitoplazmalÝ
kŸ•Ÿk ve nispeten yassÝ gšrŸnŸmlŸ osteoblastlarÝn yer aldÝÛÝ belirlendi (Þekil 3). Embriyonal
dšnemin bu evresinde šzellikle osteoblast hŸcre katÝ ile periosteal bšlgede, alkalin fosfataz
(Þekil 4a) ve ATPaz (Þekil 4b) aktiviteleri yoÛundu. Asit fosfataz enzim aktivitesi bu evrede
gšzlenemedi.
16. gŸnde, kondrosit sitoplazmasÝnda par•alanmalarÝn olmasÝ, hŸcreler arasÝnda yer alan
yoÛun birikimlerin bulunmasÝ dikkat •ekiciydi. Bu evrenin en šnemli šzelliÛi, osteoblast hŸcre
zonu ile diyafiz kondrositlerin arasÝnda hŸcreden yoksun (asellŸler) bir zonun (osteoid)
olußmasÝydÝ. Alizarin kÝrmÝzÝsÝ boyama metodu ile bu olußum daha belirgin gšzlendi (Þekil 5).
17. gŸnde, diyafiz matriksi olduk•a dŸzensiz, bšlmeler halinde gšzlendi. Dejeneratif
kondrositler rastgele daÛÝlÝm gšsteriyorlardÝ. Kemik matriksi belirgindi (Þekil 6). Bu evrede,
•alÝßÝlan tŸm enzim aktivitileri ileri bir pozitif derece ile gšzlendi.
18. gŸnde, kemik trabekŸlleri arasÝnda damardan zengin alanlar ve kan elemanlarÝ belirgindi
(Þekil 7).
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Þekil 1.

4

Humerus kÝkÝrdak modellerinin (k) farklÝ gebelik gŸnlerine (a-d) gšre deÛißik boyama metodlarÝyla (1-4)
gšrŸnŸmleri. Her blok farklÝ bir gebelik evresini, her blokta aynÝ rakam numarasÝ aynÝ boya yšntemini
gšstermektedir. a= 15 gŸnlŸk fetŸs, b = 16 gŸnlŸk fetŸs, c= 17 gŸnlŸk fetŸs, d= 18 gŸnlŸk fetŸs; 1=
Alsiyan mavisi-hematoksilen, 2=periyodik asit Schiff (PAS)-hematoksilen, 3=Alsiyan mavisi-PASHematoksilen, 4=Alizarin kÝrmÝzÝsÝ, X4.

Ü. †ST†NEL, G. AKKOYUNLU, E. KOCAMAZ, R. DEMÜR

Þekil 2.

14 gŸnlŸk mezenßimal doku (MD) i•erisinde humerusa ait kÝkÝrdak model (KM) gšzlenmektedir. Yuvarlak,
koyu boyalÝ hŸcre dizileri kÝkÝrdak modelin sÝnÝrÝnÝ temsil etmektedir. Araldit kesiti: Toluidin mavisi. X100.

Þekil 3.

15. gŸnde, diyafiz bšlgesinde periosteumun (PS) olußtuÛu, periosteum ile kÝkÝrdak model (KM) arasÝndaki
tek sÝra osteoblastlarÝn (oklar) varlÝÛÝ gšrŸlmektedir. Araldit kesiti: Toluidin mavisi. X100.
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Þekil 4a.
Þekil 4.

15. gŸnde, alkalin fosfataz ve adenozin trifosfataz aktivitelerinin
periosteal (PS) bšlgelerdeki yoÛun
gšrŸnŸmŸ.
4a=
Alkalin
fosfataz/Alsiyan mavisi; 4b=
ATPaz/Alsiyan mavisi. X25.

Þekil 4b.

TartÝßma ve Sonu•
Endokondral kemikleßmenin ger•ekleßebilmesi i•in šncelikle iki šn hazÝrlÝÛÝn tamamlanmasÝ
gerekmektedir; birincisi matriks olußumu, ikincisi mineralizasyonun ger•ekleßmesi (18).
Mineralizasyon olayÝnÝn ger•ekleßebilmesi i•in, šnce kÝkÝrdak hŸcrelerinin hipertrofik hale
6

Ü. †ST†NEL, G. AKKOYUNLU, E. KOCAMAZ, R. DEMÜR

Þekil 5.

Þekil 6.

16 gŸnlŸk sÝ•an fetusunda osteoblastik
hŸcre zonu (o) ile diafiz kondrositleri
(DK) arasÝnda osteoidÕin (oklar) ortaya
•ÝkÝßÝ. Sitoplazmik dejenerasyon,
yoÛun birikimler belirgin. Alizarin
kÝrmÝzÝsÝ. X100.

17. gŸnde, kemik matriksinin (oklar) dŸzensiz bšlgeler halinde belirginleßtiÛi, rasgele daÛÝlÝm gšsteren
dejeneratif kondrositler (•ift oklar) gšrŸlmektedir. Alizarin kÝrmÝzÝsÝ. X50.
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Þekil 7.

18. gŸnde kemik trabekŸlleri arasÝnda ve periferde yer alan damardan zengin alanlar ile diÛer kan elemanlarÝ (oklar) sÝklÝÛÝ dikkat •ekiyor. Alsiyan mavisi/PAS. X25.

ge•mesi, daha sonra da, alkalin fosfataz ve ATPaz katkÝsÝyla kalsiyum tuzlarÝnÝn •šktŸrŸlmesi
gerekmektedir (3-6). ‚alÝßmamÝzda; gebeliÛin 14-15. gŸnlerinde alsiyan mavisi ile kÝkÝrdak
matriksinin belirgin boyanmasÝ matriks olußumunun bu evrede tamamlanmaya baßladÝÛÝna
ißarettir. Nitekim bu evrede hipertrofik kondrositlerin sadece kemikleßmenin ger•ekleßeceÛi
diyafiz bšlgesinde yoÛunlaßmÝß olmasÝ verilen kaynak bilgileri teyit ediyordu.
Hipertrofik hŸcreler ve onlarÝn matrikslerinde yapÝlan biyokimyasal •alÝßmalar, bu hŸcrelerin
kollojen, kondroitin sŸlfat proteoglikanlarÝnÝ ve šzellikle de tip X kollojeni sentezleyip matrikse
salgÝladÝklarÝnÝ ve bu tip X kollojenin kemik gelißiminde šzel bir šnemi olduÛunu
vurgulamaktadÝr (19, 20). Hipertrofik kondrositlerin •ok belirgin olarak PAS pozitif gšzlenmesi
glikojen i•eriklerinin de artmÝß olduÛunun belirtisidir. Alkalin fosfataz ve ATPaz kemikleßme
sŸrecinde •ok šnemli gšrevler yŸklenen fosfatazlardÝr. Alkalin fosfataz plazma membranÝ
Ÿzerinden ge•iß sŸresince enerji transportunda hŸcre i•i sindirimi ve hŸcrenin salgÝlama
ißleminde ve kemikleßme sŸresi boyunca enerji metabolizmasÝnda rol almaktadÝr (11, 21-23).
Alkalin fosfataz elektrostatik baÛlarla kÝkÝrdak matriksi i•erisindeki kollajene baÛlanÝr. ALPkollojen kompleksi kemik matriksinde yer alacak iyon kŸmelerinin •škelmesini indŸkler (11). Bu
yŸzden, ALP aktivitesi kemikleßmenin ilk basamaÛÝnÝ olußturabilir. Kemikleßme noktalarÝnda
ATPaz aktivitesinin varlÝÛÝ da kalsiyum •škelmesiyle ilgilidir. Bu enzimin ayrÝca osteoblastlarda
mevcut olduÛu ve bu hŸcreler tarafÝndan Ÿretilip matriks i•ine salgÝlandÝÛÝ belirtilmektedir (21,
8
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24). 15. gŸnde, diyafiz bšlgesinin periosteuma yakÝn bšlgelerdeki alkalin fosfataz ve ATPaz
aktivitelerinin yoÛun gšrŸlmesi de, kemikleßme sŸreci i•in gerekli molekŸler altyapÝnÝn hazÝr
olduÛunun kanÝtÝ olabilir.
GebeliÛin 16. gŸnŸnde, alizarin kÝrmÝzÝsÝ boyama metodu ile hŸcre yoksunu (aselŸler) bir
zonun varlÝÛÝ belirlendi. Bu zon i•in ÒosteoidÓ terimi kullanÝldÝ. Bu zonun kemik gelißimi
a•ÝsÝndan •ok šnemli olduÛu bilinmektedir ve bu zonu olußturan hŸcreler, kÝkÝrdak modeli
•eviren perikondriyumun i• tarafÝndaki mezenßimal osteoprogenitšr hŸcrelerin dšnŸßŸmŸ ile
ortaya •Ýkan osteoblastlardÝr (2). Gšzlemlerimize gšre, 17. gŸn ve daha sonraki gebelik
gŸnlerinde, modelin periferik kÝsÝmlarÝnda kemikleßme ißlemi sŸrerken endokondral bšlgelerde
de matriksin dejenerasyon ißlemi ger•ekleßmektedir. Matriks dejenerasyonunda lizozomlarda
lokalize olan asit fosfatazÝn šnemi bŸyŸktŸr. KÝkÝrdak matriksini dejenere ederek
kemikleßmenin ilerlemesi i•in zemin olußturur. Kondroklastlarda yer alan bu enzim sayesinde
kÝkÝrdak matriks ortadan kaldÝrÝlÝp yerine kemik matriksi yapÝlabilmektedir (6, 21). Bu enzim,
ayrÝca, matriks Ÿretimi yapan hŸcrelerde de yoÛun miktarda gšzlenmißtir (25). GebeliÛin son
dšnemlerinde gerek matriks i•erisinde asid fosfataz aktivitesinin varlÝÛÝ ve gerekse kemik
trabekŸllerinin arasÝnda vaskŸler elemanlarÝn artÝßÝ ossifikasyonun devamÝ i•in zemin hazÝrlama
ißleminin sŸrdŸÛŸnŸ, bununla birlikte kemik iliÛi olußumu i•in šn hazÝrlÝk yapÝldÝÛÝnÝ gšsterebilir.
Sonu• olarak; sÝ•anlarda, humerus kÝkÝrdak modelinde ilk kemikleßme olayÝnÝn embriyonal
dšneminin 16. gŸnŸnden baßlayarak ortaya •ÝktÝÛÝ ve bu embriyonik sŸre•te deÛißik
fosfatazlarÝn rol aldÝÛÝ sonucuna varÝldÝ.
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